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牛 十二指腸 中の セ クレチ ンの検 索
蓮 池 啓 子*
AResearch for Duodenal Secretin of Cow.
Keiko Hasuike
緒 言
 腸上部 の粘膜 にはい ろい ろのホル モ ンの存 在が認 め
られ てい る。Secretinは その一つで腸 上部 の粘膜 にあ
り,膵 液 の分泌 を促す ホル モ ンであ る。
 19世 紀 の末,Bakkerお よびDolinskiが 十 二指 腸粘
膜へ酸 を与え ると,膵 液 の分泌が増す こ とを観 察 し,
1902年Bayliss, Starlingら は,膵 液 の分 泌に対 して
ホルモ ン説を称 えた 。このSecretinを 単離 す るため多
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数 の試み がな され て きた。1933年Hammarstenおよ
 。                      2)
びAgrenな らびに1938年Greengardお よびIvyは
Secretinを 高純度 の 結 晶性 ピク リン酸 塩 と して 得て
お り,そ の化学 的組成 の一部が 明 らかに され て い る。
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Hammarstenら は 超遠 心法 に よ り,分 子量 約5000,
かつ ポ リペ プチ ドである と述べ てお り,窒 素含有 量に
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つい ては,Takacsは15%,岸 田氏は13.6°o, Agren
らに よる と12.3°oと 報告 してい る。 また1952年Max
Krupら は ア ミノ酸 組成 についてペ ーパ ー ク ロマ トグ
ラフ ィーに よ り15の ア ミノ酸 と2つ の不 明のア ミノ酸
を報告 してい る。 又Hammarstenら は硫黄 を含む こ
とを認 めてお り,岸 田氏 に よると硫酸 基 として存在 し
てい ると してい る。 また最近1961年J.E. Jorpes, V.
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Muttら は 向流 分配法に よ り,よ り活 性を有す るSecre-
tinを 得た と報 告 してい る。本実験 では,1952年Leon.
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L.Gerohbein, Max Krupら に よ り報告 され た セ ク
レチ ン濃 縮物 の分離 と,そ の化学的組 成 につい て検索
を行 な った。
腸について,腸 内粘着物を除去 し,5㎝ の長さに切
 ったもの60㎏ を試料とする。
H 抽 出
上記の牛の十二指腸60㎏ を,0.4%塩 酸で冷却 しな
が ら2時 間抽出する。
抽出液か ら大 きな粒子を除 くため木綿で沖過 し,そ
の炉液に多量の食塩を加え析出 した沈殿物を95°oア
ルコールで抽出し,ア セ トンで再沈殿させる。 これ
を洗瀞,乾 燥 したものに6.1Nト リクロール酢酸を
加え3日 間冷却 し,沈 殿を酸性水溶液中で溶解 し,
再蒸留アニ リンを含むアセ トンを加え,遠 心分離 し,
上澄液を冷却 し,析 出した沈殿を除去 し,沖 液か ら
アセ トンとアニリンを除去 し,析 出した褐色の沈殿
を沖別し,沖 液にアセ トンを添加 し,24時 間冷却す
ると透明な粗結晶が析出す る。 これy'.ピクリン酸を
含むアセ トンを加え黄色の粉末を得た。濃塩酸2%
を含む70%ア セ トンで数回精製 し65mgの 粉末を得
た。
それはアセ トンに不溶,冷 純アル コールに難溶,酸
性70%ア ル コールに易溶,水 に易溶であ った。
皿 本物質の紫外線吸収スペ クトルの測定
試料2.5mgを5mlの 蒸留水に溶解 した ものを検液
 とし,島 津SV50A型 自記光電分光光度計に より,
紫外線吸収 スペ クトルの測定を行ない,図1,表1
の結果を得た。
表1 検液の紫外部における吸収極大値
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図1 紫外線吸収スベクトル
W 電気泳動の測定
泳動法:ディスクの電気泳動法
装置 :ェスエス機器製ディスク
電気泳動装置8型
試料量:500μgの試料
使用ゲ、ル:pH 9.4用ゲ、ル
電気泳動時の電流:ゲル1本当り 5mA
泳動時間:1時間
染色 :アミドブラック
脱染色時の電流:ゲ、ル 1本当り 8，._10mA
泳動時間:1時間30分
E 結果
図2に示すような 1本の濃く太いバンドと 2本の
淡いノミンドを認めた。
図2 本物質の電気泳動像
V 赤外線吸収スベクトルの測定
KBr錠剤法により赤外線吸収スベクトルの測定を行
なった結果図3に示すようにポリペプチドの特性吸
収帯 1240佃一1 1530，._1560畑一1 1630，._1660an-1 
3300佃一1を認めた。
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図3 赤外線吸収スベクトル
以上の結果から本物質はポリペプチドであると認め
られる。なおペーパークロマトグラフィーによる検索
の結果遊離のアミノ酸の存在は認められなかった。
vr 窒素の定量
ミクロケル夕、、ール法により窒素の定量を行なった結
果12.5%であった。
班アミノ酸組成
試料10.0mgを6N共沸塩酸に溶解し封管中で1100C
24時間および72時間加水分解Pにて分解し，減圧ア
ルカリデシケーター中で乾回し， pH 2. 2の希釈用ク
アミノ酸
表2 アミノ酸組成
24hr. I 72hr. 蛋白質 100g 
μmo1/1gμmol/1g 中のアミノ酸
Secretin lH SeLr主inI残基に対する1 ，"-，'-'''-'~'--L .l1 1 1 g数
540 600 7. 75 
??
????
???????
???
?
? ?
????
??
?
200 
580 
480 
640 
300 
320 
640 
440 
540 
560 
30 
400 
140 
320 
620 
240 
140 
220 
780 
320 
780 
260 
340 
700 
400 
500 
560 
20 
440 
140 
380 
680 
220 
140 
3.04 
7.55 
9.06 
2.82 
3.00 
9. 11 
4.32 
3.14 
4. 04 
0.67 
4.41 
1. 85 
4.34 
7.76 
3.94 
2.07 
78.87 
昭和46年11月 (1971)
エン酸緩衝液で 10mlに定容し，その内の 0.5mlを
KLA-3B形日立アミノ酸自動分析計により分析した。
なおシスチンは過ギ酸酸化法によりシスチン酸とし
て定量した。そしてそれぞれのアミノ酸の大きい値
を取った時の蛋白質 100g中のアミノ酸残基に対す
るグラム数は表2の如くである。
総括
Leon. L. Gerohbein， MaxKrupにより報告され
た方法により Secretin濃縮物の分離を行ないベー
ノミークロストグラフィー，紫外線吸収スベクトル，
電気泳動法により，遊離のアミノ酸を含まないポリ
プチドであることを認めた。
E 本物質を加水分解し，日立アミノ酸自動分析計に
よりアミノ酸分析を行なった結果， リジン， ヒスチ
ジン，アルギニン，アスパラギン自主，スレオニン，
セリン，ク、、ルタミン目安，プロリン， グリミン，アラ
ニン，シスチン，バリン，メチオニン，イソロイシ
ン，ロイシン，チロシン，フェニールアラニンの17
一 45-
種のアミノ酸を測定した。
最後に終始御指導を賜りました工藤豊博士に深く感
謝いたします。
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